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研究成果の概要 
 
研究目的、研究計画、研究方法、研究経過、研究成果等について記述する
こと。必要に応じて用紙を追加してもよい。 
 
 
【研究目的】 
 生体を構築するまでの発生、成長段階、および生命活動において遭遇する損傷や病態による
組織欠損の修復には、体性幹細胞が重要な役割を果たしている。未分化間葉系幹細胞は、自己
複製能とともに、骨、軟骨、脂肪、骨格筋、腱・靭帯といった間葉系組織の構成細胞への多分
化能を有し、生物学的にも歯科医学的にも非常にユニークな細胞である。 
 骨芽細胞、軟骨細胞、脂肪細胞、筋芽細胞は共通の未分化間葉系細胞から分化していくこと
が予想されてはいたが、この分化過程のメカニズムを遺伝子レベルで明らかにしたのは筋芽細
胞が始まりだった。1987年にMyoDが発見され basic helix-loop-helix (bHLH)型の転写因子が、
未分化間葉系幹細胞から筋菅までの分化を支配することが示された。1994年になって脂肪細胞
への分化を支配する転写因子として核内受容体の一つ peroxisome proliferator-activated rece 
ptor2(PPARγ2)が同定された。そして 1997年、ショウジョウバエの体節形成遺伝子の一つ runt
にホモロジーを持つ runt-related transcription factor2 (Runx2)が骨芽細胞の分化を支配する
遺伝子の一つとして登場した (Komori et al Cell. 1997)。さらに 1999年に、軟骨細胞への分化
に high mobility group (HMG)の転写因子 Sox9 が必須であることが示された (Bi et al Nat 
Genet. 1999)。 このように、未分化間葉系幹細胞から各種骨格系形成細胞への分化は全く異な
るファミリーに属する転写因子によって支配されており、これら転写因子が各細胞特異的遺伝
子の発現を調節することが知られている。転写因子の発現や、その転写活性を制御するものと
して骨形成因子 BMPや FGF、Wntシグナルなど様々な因子やその調節機構の解明が近年めざ
ましく進展を遂げている(Chen et al Front Biosci. 2004)。 
 未分化間葉系幹細胞の分化調節機構を理解するために、未分化間葉系幹細胞であるマウス肢
芽細胞に BMP2処理を行い、Microarray解析を実施し、発現変動する遺伝子を網羅的に探索し
た。その結果に基づいて、BMP2 刺激により顕著に発現上昇する新規プロテインキナーゼであ
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る Stk32a遺伝子に着目し、「Stk32a遺伝子が軟骨細胞分化に関与する」という研究テーマを着
想した。 
 上記の研究テーマを遂行するため、３年次の基礎配属実習において、最新のゲノム編集技術
である CRISPR/Cas9法を用いて、Stk32a遺伝子を欠損する細胞クローンを樹立した。今回の
奨励事業では、軟骨細胞マーカー遺伝子の発現を指標に、作成した Stk32a欠損細胞株を、野生
型の細胞株と比較検討し、軟骨細胞分化過程における Stk32a の関与を明らかにすることとし
た。 
 本研究の特色の一つであるゲノム編集技術を用いた遺伝子ノックアウト法は、短期間で目的
遺伝子の機能解析を行うことのできる画期的な研究手法である。本研究により、軟骨細胞分化
の新たなメカニズムが明らかになり、学術的に大きな知見を見出すと期待される。また Stk32a
遺伝子は間葉系幹細胞の分化決定シグナルに関与する可能性を含有しており、再生医学ならび
に再生医療への波及効果も期待できる。さらに Stk32aは、一次構造解析からセリン・スレオニ
ンキナーゼであるが、その機能的役割は全く不明であるので、本研究で得られる結果は、他の
細胞系列の分化あるいは増殖の理解にも寄与すると見込まれる。 
 
 
 
 
【研究計画・方法】 
 軟骨細胞分化過程における新規プロテインキナーゼYank1の役割解明へ向けた基盤的研究を
実施するために、基礎配属実習時において作成した Yank1欠損細胞株を用いて、下記の実験計
画を実施した。 
1: マウス肢芽細胞に対する BMP2刺激応答性の検討 
 マウス肢芽細胞ならびに C3H10T1/2細胞に BMP2処理を行い、Total RNAを抽出し、逆転
写反応により cDNAを合成後、RT-qPCR法にて Yank1遺伝子発現への効果を確認する。また、
軟骨細胞および骨芽細胞のマーカー遺伝子である Runx2, Osterix, ALP, Sox9ならびに Col2a1
の発現を RT-qPCR法によって定量した。以上の実験より、Microarray解析によってクローニ
ングされたYank1遺伝子の発現変動と軟骨細胞および骨芽細胞分化との関係を明らかにしよう
と考えた。 
2: Yank1欠損細胞株 C3H10T1/2の軟骨細胞分化能に対する解析 
 Yank1 欠損細胞株と野生型細胞株を、それぞれ軟骨細胞あるいは骨芽細胞分化誘導培地にて
５日間培養後、軟骨細胞および骨芽細胞のマーカーである ALP活性を測定し、軟骨細胞分化な
らびに骨芽細胞分化に対する YANK1の機能的役割を検討した。 
さらにそれぞれの細胞株を BMP2にて２４時間、刺激し、Total RNAを回収後、軟骨細胞およ
び骨芽細胞の分化マーカー遺伝子を RT-qPCR法により検索し、軟骨細胞分化ならびに骨芽細胞
分化に対する YANK1の機能的役割を行った。 
3: Yank1欠損細胞株 C3H10T1/2およびマウス肢芽細胞に対する Yank1過剰発現系の構築 
 上記 2の課題で得られる実験結果を多角的かつ複眼的に検討するために、Yank1欠損細胞株
にレトロウィルスを用いて Yank1遺伝子を導入し、レスキュー実験を実施する。YANK1遺伝 
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子の導入により、軟骨細胞ならびに骨芽細胞のマーカー遺伝子の BMP2応答性が回復するか否
かを、RT-qPCR法にて検索した。また、Alcian Blue染色による軟骨細胞外基質を指標とした
解析も合わせて実施した。 
さらにマウス肢芽細胞および C3H10T1/2細胞に Yank1を過剰発現させ、軟骨細胞分化に対す
る効果を RT-qPCR法ならびに Alcian Blue染色にて解析した。 
 
【研究経過】 
1: マウス肢芽細胞に対する BMP2刺激応答性の検討 
胎生 13.5日齢のマウスから肢芽細胞を単離し単層条件で培養を行った。BMP2を 24時間処理
した後、total RNAを抽出し、Stk32a, Osterix, ALP, Sox9および Runx2を特異的に認識する
プローベを用いて RT-qPCR 法により各遺伝子を定量した。その結果 BMP2 の刺激によって
Stk32a, Osterix, ALP, Sox9の発現は著明に上昇したが、Runx2の発現誘導は認められなかっ
た。（図１） 
2:WT細胞株および#9細胞株の分化能に対する検討 
(A)WT細胞株および#9細胞株をそれぞれ BMP2により 24時間処理した後、Total RNAを抽出
した。次に Osterix, ALP, Sox9, Runx2を特異的に認識するプローブを用いて、RT-qPCR法に
より各遺伝子を定量した。 
その結果、WT細胞株では BMP2刺激によって、Osterix,ALP,Sox9の発現誘導が確認されたの
に対して、#9 細胞株では Sox9 の発現誘導が認められたが、ALP,Osterix の発現誘導は認めら
れなかった。図２【A】 
(B)WT細胞株及び#9細胞株を 50μg/ml ascorbic acid, 5mM β-glycerophosphateを含む培地
で 5日間培養を行い、ALP染色を行った。その結果、WT細胞株では、ALPによる染色が観察
されたが、#9細胞株では ALPによる染色は認められなかった。図２【B】 
 
図１ BMP２刺激応答性の検討結果 
肢芽細胞に BMP２を刺激することで Stk32aの発現が上昇した。 
 
Stk32a 
申請先学部 歯学部 
採択番号  No.3   
 
図２ 
【Ａ】WT、標的遺伝子 KO細胞（#11）の比較 
KO細胞では BMP刺激により ALP・Osterixの発現量が減少した。 
【B】WT、標的遺伝子 KO細胞（#11）の ALP染色 
#11では ALPの染色性は観察されなかった。 
【結論・考察】 
1. ゲノム編集技術の一つである CRISPR/Cas9法を用いて、C3H10T1/2細胞における Stk32a
遺伝子欠損細胞株を作成した。 
2. WT細胞株に BMP2を 24時間作用させると、Osterix,ALPおよび Sox9の発現が有意に上
昇した。一方 KO株では Sox9の発現が誘導されたが、ALPならびに Osterixの発現誘導は
認められなかった。 
 
1. 2.より新規プロテインキナーゼ Stk32aは BMP2のシグナル制御に関与し、間葉系幹細胞の
分化決定を調節する可能性が示唆された。今後は Stk32a と BMP2 シグナルについてより詳
細な解析を検討したい。 
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